Parametros de producéo de leite de bufala fermentado
por Lactobacillus casei
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Resumo — O leite de bufala foi fermentado por Lactobacillus casei, com diferentes concentracGes de agucar e
tempos de fermentacéo, e estocado durante 30 diasa 5 e 10°C. Avaliaram-se a acidez, o pH e a viabilidade
de L. casei nos diferentes tratamentos. O leite fermentado por 18 horas ndo apresentou os pardmetros requeri-
dos para o produto, enquanto os fermentados por 22 e 24 horas apresentaram acidez e pH adequados. O tempo
e a temperatura de estocagem influenciaram esses pardmetros. A viabilidade de L. casei inicial foi maior que
9 log UFC mL*e afinal, maior que 8 log UFC mL?, com influéncia da acidez.

Termos para indexagdo: leite fermentado, probidticos, viabilidade.

Production parameters of buffalo milk fermented by Lactobacillus casei

Abstract — Buffalo milk fermented by Lactobacillus casei was elaborated with different sugar concentrations
and fermentation times, and stored during 30 days at 5 and 10°C. Acidity, pH and L. casei viability were evaluated
in the different treatments. Milk fermented for 18 hours did not show adequate parameters for this product. Milk
fermented for 22 and 24 hours presented adequate acidity and pH. Storage time and temperature influenced
these parameters. The L. casei initial viability was greater than 9 log CFU mL and the final was greater than

8 log CFU mL, with influence from acidity.

Index terms: fermented milk, buffalo milk, viability.

Introducéo

A fermentacdo ¢ um método de preservacao larga-
mente utilizado desde os primdrdios da civilizagdo, pela
auséncia de métodos de refrigeracdo ou pasteurizacao.
Historicamente, o processo de fermentacdo envolvia a
coagulacdo do leite por microrganismos presentes no
meio, obtendo-se um produto final com caracteristicas
e propriedades fisico-quimicas diferentes da matéria-
prima (Alm, 1991).

As bactérias acido-laticas utilizadas atualmente para
a producdo de leites fermentados pertencem
principalmente aos géneros Lactobacillus,
Lactococcus,  Streptococcus, Leuconostoc,
Bifidobacterium, Propionibacterium, entre outros, e
sdo assim denominadas por fermentarem acucares,
produzindo &cido latico como principal produto do
metabolismo. Estas bactérias agem acidificando os
produtos alimentares, impedindo o desenvolvimento
de bactérias indesejaveis e aumentando o periodo de

conservacgdo dos produtos fermentados em relagdo a
matéria-prima ndo fermentada (Piard et al., 1997).

Considera-se que alguns leites fermentados apre-
sentam propriedades terapéuticas por serem elabo-
rados com bactérias que incluem lactobacilos,
bifidobactérias e estreptococos, cuja origem geral-
mente é o trato gastrointestinal humano e que apre-
sentam, além dos efeitos bioquimicos e bioldgicos
sobre os nutrientes do leite, efeitos fisioldgicos e
terapéuticos sobre o consumidor. Destas bactérias,
em especial os lactobacilos e bifidobactérias possu-
em caracteristicas que permitem sua classificacdo
como probidticas (Alm, 1991).

Schrezenmeir & Vrese (2001) propuseram a seguin-
te definicdo para probidticos: “Uma preparagdo ou um
produto contendo microrganismos definidos e viaveis em
namero suficiente, que alteram a microbiota (por im-
plantacdo ou colonizacdo), em um compartimento do
hospedeiro e que exercem efeitos benéficos a saude
deste hospedeiro”.
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Entre os efeitos terapéuticos designados as bactérias
probidticas, podem ser citados o alivio da intolerancia a
lactose, modulacéo do sistema imune, prevencéo de dis-
tarbios intestinais, além da possivel a¢do na reducao do
colesterol sanguineo e a¢des antitumorais (Saavedra,
2000; Vrese et al., 2001).

Os veiculos existentes para carrear bactérias
probidticas integram trés grandes grupos: alimentos in-
fantis, preparacdes farmacéuticas e produtos lacteos.
Destes, 0 grupo mais representativo é o dos produtos lac-
teos, principalmente leites fermentados, iogurtes, sorvetes
e queijos, nos quais utilizam-se freqlientemente culturas
iniciadoras, como os lactobacilos, e como aditivo ou suple-
mento, as bifidobactérias (Gomes & Malcata, 1999).

Os diferentes leites fermentados apresentam fases
de producdo similares, como padroniza¢éo do contetdo
de gordura, aumento dos s6lidos ndo gordurosos do lei-
te, homogeneizacdo, desaeracao e tratamento térmico.
H4, entretanto, aspectos técnicos importantes quando
se deseja utilizar culturas probidticas, incluindo a neces-
sidade de se determinar o tipo de cultura starter mais
adequada, temperatura e tempo de incubacdo e taxa de
inoculagdo (Tamine et al., 1995).

Entre os fatores que influenciam a viabilidade das
bactérias probidticas no produto elaborado podem ser
destacados o estado fisiolégico dos organismos
probidticos adicionados, as condicdes fisicas de
estocagem (tempo, temperatura), a composic¢ao quimi-
ca do produto no qual os microrganismos serdo adicio-
nados (acidez, contetdo de carboidratos utilizaveis, fon-
tes de nitrogénio, contetido mineral, atividade de agua,
contetdo de oxigénio) e possiveis interagfes dos
probidticos (bacteriocinas, antagonismo, sinergismo) com
outras culturas starter (Heller, 2001).

Para determinar quando a fermentacéo deve ser fi-
nalizada, pode-se utilizar, como parametro, a porcenta-
gem de &cido latico, sendo que o valor deve ser de no
minimo 0,60%, para que haja inibicdo do crescimento
de bactérias patogénicas ou deteriorantes que eventual-
mente estejam presentes no produto (Brasil, 2000).

Portanto, na producdo de um alimento probiético, é
fundamental que a bactéria probi6tica possa ser cultiva-
da em escala industrial, sendo que o produto final deve
ter vida média satisfatdria, variando de 15 a 30 dias, e
propriedades sensoriais — cor, aroma, sabor e textura —
aceitaveis, com 0s microrganismos presentes no produ-
to vidveis e em nimero elevado (>10% UFC mL-1) du-
rante a vida-de-prateleira (Brasil, 2000; Trabulsi &
Sampaio, 2000).
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Segundo Gomes & Malcata (1999), a necessidade
de manter um ndmero elevado de microrganismos Vvia-
veis no produto final é decorrente da dose diaria minima
recomendada, usualmente considerada de 108 a 10° cé-
lulas viaveis, obtidas pelo consumo de 100 g de produto
com 10°-107 células viaveis por mL. Estes produtos
devem ser consumidos regularmente para manter o efeito
dos microrganismos na composicdo da microbiota in-
testinal.

A utilizacdo do leite de bifala para elaborar produtos
que tradicionalmente sdo derivados do leite de vaca é
justificada quando se compara a qualidade nutricional e
tecnoldgica destes. O leite de bufala, em relagdo ao de
vaca, apresenta menor contetdo de dgua e maior con-
teudo de proteina, gordura e minerais (Food and
Agriculture Organization, 1991; Nascimento & Carva-
Iho, 1993).

Produtos lacteos elaborados com leite bubalino, como
mugarela e iogurte, apresentam melhor qualidade e ren-
dimento que os produtos de leite bovino (rendimento de
39 e 40% a mais, respectivamente). Além disso, a ela-
boracdo de iogurte e outros leites fermentados, utilizan-
do leite bovino, normalmente requer o aumento dos s6-
lidos ndo gordurosos pela adicdo de substancias
espessantes para obter melhor viscosidade, textura e
aparéncia no produto. Os mesmos produtos, elaborados
a partir do leite de bufala, ndo necessitam dessas adi-
¢bes em virtude do maior conteido de sélidos totais e
solidos desengordurados. Portanto, o leite de bufala re-
presenta uma alternativa para o aproveitamento
tecnoldgico (Huhn et al., 1986; Hihn et al., 1991;
Benevides, 1998).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verifi-
car, por meio da regressao linear multipla, a influéncia
das variaveis tempo e temperatura de estocagem e con-
centracdo de aglcar sobre a variacdo da acidez e do
pH e verificar a viabilidade de L. casei, utilizando as
variaveis: temperatura de estocagem, concentracéo de
acUcar e acidez, visando a obter os melhores pardmetros
para a tecnologia de producdo de leite de bufala fer-
mentado.

Material e Métodos

Na elaboragdo do leite de bufala fermentado por
L. casei subsp. casei utilizou-se leite de bufala pasteu-
rizado obtido de um laticinio em Ceilandia, DF, cujacom-
posigdo centesimal, depois do desnate, era a seguinte:
proteina, 4,35%; carboidratos, 6,43%; gordura, 0,10%;
e umidade, 88,65%.
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Foi utilizada cultura comercial liofilizada de inoculacéo
direta (Direct Vat Set — DVS) de L. casei subsp. casei
(Texel Dried LBC 81). A cultura da bactéria foi diluida
de forma asséptica na concentragdo recomendada pelo
fabricante em leite em p6 desnatado, reconstituido a 12%
e esterilizado (LDR 12%), sendo posteriormente utili-
zado como inéculo para a fermentagéo do leite.

Foram utilizados 15 L de leite de bufala, desnatado
em desnatadeira manual, visando a facilitar a
fermentacdo, visto que as bactérias utilizadas como
indculo ndo possuiam atividade lipolitica. O leite foi
dividido em trés porgles e adicionou-se agucar nas
concentragOes de 10, 12 e 14% (p/v). Depois de ser
acondicionado em Erlenmeyer, realizou-se o tratamento
térmico a 85°C por 15 minutos em banho-maria.
Efetuou-se o resfriamento em banho de gelo, até
alcancar 37°C, e adicionaram-se 2,5% do in6culo de
L. casei, com distribuicdo do leite inoculado em potes
de plastico de 100 mL, descartaveis e com tampa, que
foram incubados a 37°C. Foram realizadas trés
repeticdes desse delineamento em diferentes dias.

O leite foi fermentado por 18, 22 e 24 horas. Depois
de cada tempo de fermentacéo, o produto foi estocado
a 5e10°C por 30 dias. Para avaliar o produto, foram
realizadas andlises de pH e acidez em duplicata,
semanalmente; contagem de L. casei, quinzenalmente,
e analise de microrganismos de alteragdo.

Na andlise da viabilidade de L. caseli, utilizou-se o
meio MRS (De Man, Rogosa e Sharpe), com incubacéao
a 37°C por 72 horas, sob aerobiose. Depois da
incubacdo, realizou-se a contagem das col6nias tipicas
da bactéria (col6nias cor creme, de diametro pequeno),
com resultados expressos em UFC mL™1,

Em cada repeticdo, foram realizadas anélises de pH
e acidez (porcentagem de acido latico) em duplicata,
nos tempos 1 (18, 22 e 24 horas), 7, 14, 21 e 30 dias,
utilizando-se a metodologia descrita pela Association of
Official Analytical Chemists (1984).

A analise de microrganismos de alteracdo foi realizada
no leite de bufala tratado termicamente, para verificar a
presenca de aerdbios mesofilos (contagem-padrdo em
placas). No leite fermentado foram realizadas as analises
de coliformes a 45 e 35°C, utilizando-se o método de
Numero Mais Provavel (NMP mL1) e anélise de bolores
e leveduras, por meio de plaqueamento em superficie.
Os resultados foram confrontados com os critérios
microbiolégicos especificados na legislacdo brasileira
(Vanderzant & Splittstoesser, 1984; Brasil, 2000).

Os dados relativos a variagéo de acidez, pH e viabili-
dade das bactérias probidticas obtidos no experimento
foram analisados por regressao linear multipla, utilizan-
do o programa Statistica 5.1 (Statsoft, 1998).

Resultados e Discussao

O leite de bufala utilizado para elaborar o leite fer-
mentado por L. casei com diferentes concentragdes de
acucar, tempos de fermentacdo e temperaturas de
estocagem apresentou valores médios de: pH, 6,69+0,04;
e acidez, 0,18+0,02% de acido latico. A contagem de
aerébios mesofilos de 10 UFC mL? (est.) indicou boa
qualidade microbiolégica da matéria-prima utilizada, em
acordo com a legislagéo, e a efetividade do tratamento
térmico (Brasil, 2000).

O produto apresentou-se de acordo com a legislacao
em relacdo a qualidade microbioldgica para leite fermen-
tado, e a viabilidade de L. casei no indculo foi de
101 UFC mL1, adequada para a elaboragdo do produto.
A caracterizagdo das bactérias do inéculo e do leite fer-
mentado resultou em bactérias gram positivas, em forma
de bacilos e catalase negativas. Quando inoculadas em
meio de cultura MRS e incubadas sob aerobiose, verifi-
cou-se o0 crescimento de colbnias pequenas de cor creme-
clara, caracterizando, portanto, qualidades fenotipicas e fi-
sioldgicas tipicas de L. casei (Brasil, 2000).

O valor de acidez inicial desejavel para leite fermen-
tado é de, no minimo, 0,6% de &cido latico. O tempo de
fermentacédo de 18 horas néo foi suficiente para alcan-
car esse valor, portanto, neste caso, ndo foram realiza-
das as andlises de regressdo. O leite fermentado por
22 horas apresentou acidez inicial média variando entre
0,63+0,01 e 0,67+0,02% de &cido latico e a fermenta-
¢ao por 24 horas resultou em valores médios de acidez
inicial variando de 0,67+0,01 a 0,71+0,01% de acido
latico, de acordo com as diferentes concentracdes de
acucar e temperaturas de estocagem testadas.

Ao final do tempo de estocagem, aos 30 dias, a acidez
apresentou valor médio de 0,87+0,11 a 1,01+0,04, para
22 horas de fermentacéo, e de 1,16+0,03 a 1,26+0,04,
para 24 horas de fermentacao, sendo que este valor pode
ser de no maximo 2% de &cido latico, de acordo com a
legislacdo. Esses valores demonstram que L. casei
apresenta pos-acidificacdo lenta, caracteristica desejavel
para garantir viabilidade no produto durante a estocagem
(Brasil, 2000).

Os valores médios iniciais de pH variaram de
5,35+0,03 a 5,18+0,13, para 22 horas, e de 5,02+0,06 a
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4,90+0,02, para 24 horas de fermentacdo. Depois de
30 dias, o valor médio de pH variou de 4,72+0,11 a
4,51+0,19, para 22 horas de fermentag&o, e de 4,45+0,07
a 4,34+0,05, para 24 horas de fermentacéo.

Estes valores foram satisfatorios, pois o pH inicial
deve estar entre 4,5 e 5,0, podendo chegar a 4,0, duran-
te a vida-de-prateleira do produto, sem ter um efeito
prejudicial sobre a viabilidade das bactérias probidticas
(Lee & Salmien, 1995).

A analise conjunta dos resultados demonstrou que a
variacao da acidez e do pH foi influenciada principal-
mente pelas variaveis tempo e temperatura de
estocagem (Tabela 1).

A viabilidade de L. casei esteve acima de
108 UFC mL1 durante os 30 dias de armazenamento a
5 e 10°C, requisito exigido para considerar o leite fer-
mentado como um produto probiético. Os valores
médios (log UFC mL-1) variaram no tempo inicial de
9,62+0,55a9,37+0,17, para 22 horas, e de 9,97+0,97 a
9,84+0,62, para 24 horas. Os valores finais médios
(log UFC mL1) variaram de 8,99+0,35 a 8,37+0,18, para
22 horas de fermentacdo, e de 8,99+0,59 a 8,59+0,30,
para 24 horas de fermentacéo.

Na regresséo dos dados de viabilidade de L. casei,
utilizaram-se as variaveis concentracao de agucar, tem-
peratura de estocagem e acidez. No lugar da variavel
tempo de estocagem, utilizou-se a acidez, pois, como
estas varidveis apresentam forte correlagdo, optou-se
pela acidez para identificar se 0 aumento nesta variavel
teve influéncia direta na diminuicdo do numero de
L. casei e em que proporcao isto ocorreu.

Apenas a acidez influenciou significativamente a
viabilidade de L. casei no leite fermentado por
22 e 24 horas (p<0,01). De acordo com a equacdo da
reta obtida pela regressdo, os valores de -2,461, para
22 horas, e de -2,089, para 24 horas, representam que
uma variacdo na acidez de 1% levaria & diminuicdo da
viabilidade de L. casei em 2,46 log UFC mL-1 no leite
fermentado por 22 horas, e 2,08 log UFC mL"1 no
fermentado por 24 horas. Portanto, a regressdo dos
dados obtidos a partir do leite fermentado por 24 horas
apresentou melhores resultados em relacéo a viabilidade
de L. casei (Tabela 1).

A concentracdo de acucar nao influenciou a viabili-
dade de L. casei, pois a quantidade de lactose presente
no leite € suficiente para o metabolismo destes micror-

Tabela 1. Equagdes da reta e resultados obtidos por regresséo linear multipla para as variaveis acidez, pH e viabilidade de

L. casei, nos leites fermentados por 22 e 24 horas(®.

Amostra Leite fermentado por 22 horas Leite fermentado por 24 horas
Acidez

R’ 0,874" 0,928"

Teste F 207,150 384,580

Teste t
Tempo de estocagem 24,085™ 33,4157
Temperatura de estocagem 5,198" 5,769""
Concentragdo de agticar 2,513 1,974™

Equagéo da reta Y =0,463 + 0,010t + 0,011T + 0,007A + € Y =0,544 + 0,017t + 0,012T + 0,006A + €

pH

R’ 0,776" 0,869

Teste F 207,150 384,580"

Teste t
Tempo de estocagem -17,095™ 23,939™
Temperatura de estocagem -4,166" 3,780
Concentragio de aglicar -1,797™ 2,887""

Equacdo da reta

Y =5,514-0,020t - 0,020T - 0,013A + ¢

Y =5,163 - 0,018t - 0,012T - 0,014A + ¢

R? 0,4717
Teste F 207,150
Teste t
Acidez -7,002"*
Temperatura de estocagem 0,079
Concentragdo de agucar 0,960™

Equagdo da reta

Y =10,625+0,001T + 0,028A -2,46la + €

Viabilidade de L. casei
0,464"
384,580"

33,415™
5,769™
1,974™
Y =10,744 - 0,001T + 0,045A - 2,089a + €

(MR2: coeficiente de determinagéo; Y: acidez, pH ou viabilidade; t: tempo de estocagem; T: temperatura de estocagem; A: concentragdo de aglcar;
a: acidez; e: erro. "Nao-significativo. ™ e **Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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ganismos. Desta forma, a adi¢do de sacarose tem ape-
nas a finalidade de proporcionar caracteristicas senso-
riais adequadas ao paladar do consumidor brasileiro, que
prefere produtos doces.

A manutencdo da viabilidade de L. casei a tempera-
tura de 10°C € um resultado importante, pois existem
problemas na continuidade da cadeia de frio durante a
distribuicdo e venda de laticinios e no atendimento dos
critérios de temperatura adequados para o
armazenamento desses produtos. A temperatura de bal-
cOes refrigerados geralmente fica préxima de 10°C.

Os resultados foram satisfatorios, pois a variagdo da
acidez e do pH observados durante a estocagem do pro-
duto n&o foi prejudicial a viabilidade das bactérias
probidticas. Vinderola et al. (2002) verificaram que ndo
ocorreu diminuigdo significativa do nimero de células
viaveis de L. casei (decréscimo na contagem menor que
0,4 log), durante quatro semanas de estocagem refrige-
rada, em leite de vaca fermentado com pH 4,0.

Ao se considerar que os parametros de acidez, pH e
viabilidade de L. casei iniciais foram adequados tanto para
o leite fermentado por 22 horas quanto por 24 horas, e que
estes foram mantidos dentro de limites aceitaveis depois
da estocagem por 30 dias, foi possivel inferir que,
observadas as condigBes experimentais, o produto pode
ser elaborado com concentracbes de aglcar entre
10 e 14% e estocado entre 5 e 10°C por até 30 dias, sem
que ocorra aumento da acidez e do pH acima do aceitavel,
ou reducdo dréstica do nimero de microrganismos viaveis.

Conclusoes

1. O leite de bufala fermentado pode ser elaborado
por fermentacdo durante 22 a 24 horas, com concen-
tracdo de agucar variando entre 10 e 14%, e estocado
entre 5 e 10°C, durante 30 dias.

2. O tempo de fermentacdo de 24 horas é o mais
adequado, por apresentar maior viabilidade de
Lactobacillus casei.

3. A variacdo do pH e da acidez é influenciada
principalmente pelo tempo de estocagem e, em menor
proporc¢do, pela temperatura de estocagem.

4. A variagdo da viabilidade de L. casei é influencia-
da exclusivamente pela acidez.
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